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Resum 
El present Treball Final de Grau tracta d’establir un protocol de desinfecció de l’espècie 
Arctostaphylos uva-ursi per la seva introducció in vitro. Tot el material vegetal que va ser 
introduït procedia del seu hàbitat natural. Es van realitzar quatre assajos diferents. En el 
primer es va desinfectar amb hipoclorit de sodi al 1% de clor actiu i es va testar l’efecte 
origen del material vegetal en medis de cultiu formulats amb diferents hormones de 
creixement (Benzil-aminopurina (BAP), àcid 3-indolacètic (AIA) i l’{cid 3-indolbutíric (AIB)) i 
un medi control. Com a font d’explanació s’utilitz{ la zona apical del material vegetal amb les 
dues fulles més joves. En el segon assaig, tenint en compte també l’efecte origen, es va 
procedir a una desinfecció amb etanol (80% pocs segons) seguida d’una amb hipoclorit sòdic 
(2% clor actiu). En aquest assaig es van utilitzar entrenusos i gemmes pelades. En el tercer 
assaig es va augmentar el temps de contacte del material vegetal amb la solució desinfectant i 
es va realitzar algun tractament amb una dosi més elevada de clor actiu. En aquest cas el 
material vegetal emprat van ser gemmes pelades i entrenusos. En l’últim assaig es va 
comprovar l’efecte de la desinfecció amb diclorocianurat de sodi (NaDCC) en front el 
hipoclorit de sodi. Es van realitzar diferents tractaments (E1: 500 ppm NaDCC 24 hores; E2: 
15.000 ppm NaDCC 1hora; E3: Lleixiu en 1% de clor actiu 1 hora) més la utilització d’etanol al 
80%, en gemmes pelades i entrenusos. També es va formular medi de cultiu amb NaDCC. 
Tots els medi de cultiu es van elaborar a partir del medi base de Murashige i Skoog (1962) i 
es va emprar com a gelificant agar. 
En els tres primers assajos els resultats van mostrar un elevat nombre de contaminacions 
fúngiques i la necrosi del material vegetal. En el darrer assaig les contaminacions van 
disminuir notablement en els tractaments E1 i E2 i es varen obtenir gemmes pelades viables.  
Les gemmes pelades han presentat un risc menor de contaminació enfront els entrenusos. 
L’hipoclorit de sodi no ha resultat, amb les dosis i temps assajats, un bon tractament 
desinfectant per a aquesta espècie. 
Paraules clau: in vitro, Arctostaphylos uva-ursi, desinfecció, hipoclorit de sodi, diclorocianurat 
de sodi.  
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Resumen 
El presente Trabajo Final de Grado trata de establecer un protocolo de desinfección de la 
especie Arctostaphylos uva-ursi para su introducción in vitro. Todo el material introducido 
provenía de su hábitat natural. Se realizaron cuatro ensayos diferentes. En el primero se 
desinfectó con hipoclorito de sodio al 1% de cloro activo y se testó el efecto origen del 
material vegetal en medios de cultivo formulados con diferentes hormonas de crecimiento 
(benzil-aminopurina (BAP), ácido 3-indolacético (AIA) y ácido 3-indolbutírico (AIB)) y un 
medio control. Como fuente de explanación se utilizó la zona apical del material vegetal. En el 
segundo ensayo, teniendo en cuenta también el efecto origen, se procedió a una desinfección 
con etanol (80% pocos segundos) seguida de una con hipoclorito sódico (2% de cloro activo) 
durante 35 minutos. En este ensayo se utilizaron entrenudos y yemas peladas. En el tercer 
ensayo se incrementó el tiempo de contacto del material vegetal con el desinfectante y se 
formularon tratamientos con dosis más elevadas de cloro activo. En este caso el material 
vegetal eran yemas  y entrenudos. En el último ensayo se comprobó el efecto de la 
desinfección con diclorocianurato de sodio (NaDCC) frente el hipoclorito de sodio. Se 
realizaron diferentes tratamientos (E1: 500 ppm NaDCC 24 horas; E2: 15.000 ppm NaDCC 1 
hora; E3: lejía en 1% de cloro activo 1 hora) más la utilización de etanol al 80% en yemas 
peladas i entrenudos. También se formuló medio de cultivo con NaDCC. 
Todos los medios de cultivo se elaboraron a partir de medio base de Murashige y Skoog 
(1962) y se utilizó como gelificante agar. 
En los tres primeros ensayos los resultados mostraron un elevado número de 
contaminaciones fúngicas y necrosis del material vegetal. En cambio, en el último ensayo las 
contaminaciones disminuyeron notablemente en los tratamientos E1 y E2 y se obtuvieron 
yemas peladas viables. Las yemas peladas han presentado menor riesgo de contaminación 
frente a los entrenudos. El hipoclorito de sodio no ha resultado un buen tratamiento de 
desinfección para esta especie, con el tiempo y la dosis ensayada.  
Palabras clave: in vitro, Arctostaphylos uva-ursi, desinfección, hipoclorito de sodio, 
diclorocianurato de sodio. 
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Abstract 
The stated work talks about the establishment of a disinfecting protocol that is able to get 
the in vitro culture of Arctostaphylos uva-ursi. All plant materials used came from their 
natural environment. Four different tests were done. The first one was disinfected 
with sodium hypochlorite with 1% of active chlorine and it was proved the provenance 
effect in cultured media formulated with a variation on the hormone growth type (Benzyl-
aminopurine (BAP), indole-3-acetic acid (IAA) and 3-indolebutyric acid (IBA)) and one 
control media. It was used on the apical zone of the plant material with the two youngest 
leaves. The second test, taking in account either the provenance, was proved the 
disinfection effect with ethanol (80% a few seconds) followed by sodium 
hypochlorite (2% of active chlorine) for 35 minutes. In that test peeled buds and 
internodes were used. The third test increased the time of contact between plant material 
and disinfectant solution and some treatments with more doses of active chlorine were 
done. In this case the plant's material used was peeled buds and internodes. In the last 
test the disinfection effect of sodium dichloroisocyanurate (NaDCC) vs. sodium 
hypochlorite was tested. It was done through different treatments (E1: 500 ppm NaDCC 24 
hours; E2: 15.000 ppm NaDCC 1hour; E3: sodium hypochlorite 1% of active chlorine 1 
hour) plus the application of ethanol at 80% in peeled buds and internodes.  
 
In this test the media was formulated with low doses of NaDCC. Every culture media were 
made from the basal medium of Murashige and Skoog (1962) and it was used as a 
solidified agar. 
 
Results from the first tests showed high levels of contaminations and the necrosis of plant 
material. On the last test, the contaminations had decreased considerably at treatments E1 
and E2 and viable peeled buds were obtained. 
Peeled buds had shown less probability of being infected than the internodes. Sodium 
hypochlorite was not a good disinfection treatment for that specie with that doses and 
time exposed used on those tests. 
 
Keywords: in vitro, Arctostaphylos uva-ursi, disinfection, sodium hypochlorite, sodium 
dichloroisocyanurate. 
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1.1. Família Ericàcies 
L’espècie vegetal amb la que s’ha realitzat aquest treball pertany a la família de les Ericàcies, 
la qual està integrada per unes 3400 espècies de mates i arbusts reunides en 125 gèneres. 
Es poden trobar exemplars d’aquesta família arreu del món. En general són espècies ben 
adaptades a sòls àcids i pobres en nutrients. A Europa solen integrar comunitats secundàries 
(matollars, brolles, landes) que substitueixen els boscos climàcics. 
Les espècies que formen part d’aquesta família es caracteritzen per tenir unes fulles simples i 
persistents. Les flors són hermafrodites, generalment actinomorfes, reunides en grups o 
inflorescències. Entre 4 i 6 sèpals i amb la corol·la soldada en forma de tub. Els estams 
normalment doblen en nombre als sèpals. L’ovari sol ser súper i està format per 4 o 5 cavitats 
i un estil. La forma de pol·linització acostuma ser entomòfila. El fruit pot ser en càpsula 
(Erica, Calluna, Rhododendron), baia (Arbutus, Vaccinium)  o drupa (Arctostaphylos) (Conesa 
et al. 2010). 
 
1.2.  Arctostaphylos uva-ursi 
El nom científic de l’espècie prové del grec arctos que significa ós i staphyle, que significa 
raïm. En llatí uva significa raïm de raïms i ursos ós. En català pren diferents noms segons les 
zones (raïm d’ossa, boixerola, boixereta, boixerina, boixeringa, bosquerola, farinell, farinola, 
farnola, faringola, faringoler, farigoler, farinjoler, muixes, barruixes, gallufa, gallufera o 
gallofera, garallufa) (Font i Quer 1961). 
 
1.2.1. Característiques i descripció morfològica 
La boixerola és un matoll rastrer, o bé, se la veu penjar en els descensos abruptes. Pot arribar 
a fer bastants metres de longitud, tot i que les branques no arriben a més de 20 cm d’alçada. 
Està formada per una tija llenyosa i branques tortuoses, flexibles i irregulars de color verdós 
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o vermellós. En espais oberts s’agrupen de manera 
molt compacte, però en zones tancades es 
desenvolupen mitjançant una llarga colonització de 
branques (Salemaa & Sievänen 2002). L’edat es pot 
determinar contant els anells que es formen a la zona 
llenyosa de la planta. S’han recollit dades de plantes 
fins als 100 anys d’edat (Salemaa & Sievänen 2002). 
La boixerola sol tenir una arrel principal bastant 
profunda (màxim 100 cm) i les arrels més fines 
habitualment estan infectades per ectomicorizes 
arbutoides. Les ectomicorizes es caracteritzen per 
la formació externa de miceli al voltant de les puntes de les arrels sense penetrar les seves 
parets cel·lulars, però són capaces de desplaçar-se entre les cèl·lules formant una xarxa 
externa al voltant de les arrels (Fig. 1). La majoria dels fongs involucrats són basidiomicets, 
probablement formen part de les espècies de les ectomicorizes dels boscos (Salemaa & Monni 
2003).  Aquesta associació entre fong i planta els hi permet sobreviure en zones on les 
condicions del sòl són adverses, ja que aquests fongs els hi permeten obtenir nutrients amb 
més facilitat. 
Les fulles es mantenen verdes durant tot l’hivern (fulles perennes), i solen agrupar-se en 
l’extrem; tenen forma ovalada, d’esp{tula, però amb la base en forma de cunya, i, per 
conseqüent, són simples, obtuses i de costats enters, coriàcies,  sense pèls quan són adultes, 
però pubescents al néixer, i també amb la nervadura finament reticulada visible sobre tot en 
el envers (Font i Quer 1961). Mesuren entre 
1-3 cm de llarg, la superfície superior de la 
fulla és fosca i de color verd fosc, en canvi, la 
inferior és d’un verd més p{l·lid (Fig. 2). Les 
fulles no tenen cap olor distintiu, però tenen 
un gust molt astringent i una mica amarg 
(Agriculture and Agri-Food Canada 2013).  
Les flors són hermafrodites, de mida petita (6 
mm de llargada ) i forma acampanada, de 
color blanc o rosat. S’agrupen en nombre de 
Figura 1.  Vista microscòpica 
micorrizes arbutoides a les arrels d’A. 
uva-ursi X 100. (Font: Salemaa & Monni 
2003). 
 
Figura 2. Arctostaphylos uva-ursi. (Font: Font 1993). 
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dos a deu en peduncles curts i, a més a més, s’agrupen en ramells nascuts en l’axil·la d’algunes 
fulles, en els brots nous. El calze té cinc divisions i la corol·la presenta forma d’urna, la qual 
conté deu estams marrons i anteres amb arestes. El gineceu és d’ovari súper i la flor té una 
simetria regular (Fig. 3). Segons les localitats i el clima en que es desenvolupa la floració va 
des de finals de maig fins al juny i els fruits maduren a l’estiu (Font i Quer 1961). 
El fruit és rodó (di{metre d’entre 6-10 mm) i deprimit. És de color escarlata, molt poc carnós, 
insípid, farinós (d’on provenen els noms de farinell i farinola)i amb pocs grans en el seu 









Figura 3. Detall de la flor i les seves parts. (Font: Font 1993). 
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1.2.2. Hàbitat i localització 
 
a) Localització: 
La boixerola es troba principalment en l’hemisferi nord, en {rees de muntanya, l’{rtic i el 
subàrtic (Fig. 4). Habitualment creix en latituds altes i també es pot trobar en zones del sud a 
elevada altitud (Aprea, 2000). 
- Àsia: Sibèria, muntanyes del Caucas i l’Himàlaia  
- Europa: Islàndia, Noruega, Sierra Nevada (Spain), Apenins (Itàlia) 
- Nord Amèrica: Alaska, Canadà, Muntanyes Rocoses, Muntanyes Apalatxes.  
 
 
A nivell nacional (Fig. 5 i 6), com va plasmar Pius i Quer (1961) en el seu llibre ‘Plantas 
medicinales: el Dioscórides renovado’, l’A. uva-ursi  es cria en vessants i colls pedregosos de les 
muntanyes, tant en terreny silici com calcari, des d’una altitud aproximada de 900m (per 
exemple en les muntanyes de Tortosa), però pot descendir excepcionalment fins poc més de 
100 m i pujar fins 2400 m al Pirineu Oriental; per tant, viu amb l’alzina, roure, pi d’Alep, pi 
roig, pi silvestre i pi negre. Es troba en tot el Pirineu des d’Albera, en el seu extrem oriental, a 
la serralada Cantàbrica, fins a Montserrat, Serres de Prades, ports de Tortosa-Beseit, en les 
muntanyes australs d’Aragó i septentrionals de València, i més enllà a Castella i Lleó en la 
Serralada de Conca i muntanyes de Guadalajara, Serra del Guadarrama, i cap el sud arriba a 
límits meridionals a la Serra de Baza, és a dir sobre el calcari de Serra Nevada.  
Figura 4. Mapa de la distribució a nivell global d’ A. uva-ursi. (Font: A. Kron, 2002). 
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b) Hàbitat: 
L’A. uva-ursi es pot trobar en zones obertes, hàbitats secs, però també a la costa, en dunes, 
erms rocosos i amb pendents, erms sorrencs i praderes. Pot sobreviure en un gran ventall de 
tipus de sòls i pH normalment àcid (pH< 6.8), però és molt comú en sòls secs, pobres en 
nutrients amb argila i llim limitats. Prefereix les zones solejades on forma una mata 
compacte. Aquesta planta es regenera ràpidament en condicions adverses, ja que tolera el 
fred, la calor i l’escassetat d’aigua. Les llavors es dispersen mitjançant la gravetat i els animals. 
Principalment la seva regeneració es fa vegetativament, i és que és una manera molt més 
ràpida de desenvolupar-se. En canvi, mitjançant les llavors el creixement és molt més lent 
(Font i Quer 1961). 
 
1.2.3. Usos  i propietats 
Les seves fulles tenen un alt contingut en tanins (15-20%), àcid gàl·lic i àcid galotànic, els 
quals, en conjunt, poden presentar fins el 34%, en pes de la fulla. Contenen, també, 
quercetina, matèries grasses, caràcies i resinoses. No obstant, els components més 
Figura 5. Distribució geogràfica de la boixerola a Catalunya. 
(Font: Font 1993). 
Figura 6. Distribució geogràfica de la boixerola a la 
Península Ibèrica. (Font: Font i Quer 1961). 
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importants són l’arbutina i la metilarbutina, que representen en conjunt un 8% del pes de la 
fulla. (Font i Quer 1961).  
La quantitat d’arbutina respecte la metilarbutina és variable segons la procedència de la fulla: 
en les fulles procedents de països alpins la quantitat de metilarbutina pot arribar al 50% de 
l’arbutina; en canvi, les fulles de procedència espanyola no tenen metilarbutina o la contenen 
en quantitats insignificants, el mateix passa amb les que procedeixen de països escandinaus. 
Segons Rosenthaler (“Pharm. Acta Helvet.”, 1927 i 1929), la boixerola espanyola és la que 
conté una major quantitat de glucòsids (Font i Quer 1961).  
Aquesta espècie s’utilitza en diferents camps, els més destacats són el medicinal i el 
mediambiental: 
a) Ús medicinal: l’Arctostaphylos uva-ursi era apreciada des dels primers romans com 
a hemostàtic. Era també molt utilitzada pels indígenes nord americans i pels 
primers colons per tractar pedres al ronyó i malalties del sistema urinari. Durant 
més de 100 anys aquesta espècie vegetal ha estat oficial a gairebé totes les 
farmacopees i és àmpliament utilitzada pel tractament de la bufeta i trastorns 
renals, les malalties inflamatòries de les vies urinàries, uretritis, cistitis, per a 
l'enfortiment i la transmissió de to a les vies urinàries, etc. (Radulović et al. 2010). 
Les preparacions medicinals són realitzades a partir de les fulles recol·lectades a la 
tardor, les quals tenen una gran capacitat astringent a causa de la presència de 
glucòsids com ara l’arbutina que és una subst{ncia curativa absorbida en gran part 
i excretada pels ronyons. Durant aquesta excreció l’arbutina exerceix un efecte 
antisèptic en la membrana de la mucosa urinària.  
 
És una espècie diürètica a causa de la presència de triterpens derivats de l’{cid 
ursòlic i de pigments flavonoides, promovent la micció, però no és pas una de les 
plantes més efectives en aquest camp.  
Durant el segle passat el seu ús va disminuir amb el desenvolupament de les 
sulfamides i els antibiòtics (Agriculture and Agri-Food Canada 2013). 
Habitualment es subministra mitjançant infusions. També s’est{ utilitzant molt en 
productes de cosmètica per la pell, gràcies a la seva capacitat astringent que 
permet netejar els pors de brutícia i greix o per fer desaparèixer pigues o 
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despigmentacions causades per la radiació solar o condicions hormonals (Faithful 
to Nature 2007).  
b) Mediambiental:  S’adapta molt bé als ambients desfavorables i per això és una gran 
candidata per a ser utilitzada per la reforestació de zones cremades, actuant com a 
tallafocs, protegint el sòl i la vegetació del seu voltant i en contra de l’erosió del sòl. 
Totes aquestes propietats són gràcies a la seva gran capacitat de reproducció 
vegetativa (Barrio et al. 1999). Aquestes propietats són molt interessants per a 
zones com el Mediterrani, on els sòls tenen problemes molt greus d’erosió i on els 
incendis cada any cremen milers d’hect{rees. 
 
A més a més, és una espècie resistent als metalls pesants, principalment com a 
conseqüència de l’eficient transport d’aigua i la seva capacitat de permetre 
l’acumulació dels metalls pesants en la zona radicular. Així aquests no són 
transportats a les fulles. (Salemaa & Gardner 1999). En aquest sentit destaca la 
seva resistència al coure (Salemaa & Monni 2003). 
 
Tot i la seva alta dominància apical de créixer en zones contaminades  (Salemaa & 
Sievänen 2002) també presenta  una elevada capacitat de rebrotació (activació de 
gemmes) (Barrio et al. 1999). 
 
1.3. Cultiu d’Arctostaphylos uva-ursi 
 
1.3.1. Cultiu tradicional 
Hi ha dos tipus de cultius d’aquesta espècie: cultius ornamentals que potencien un aspecte 
vistós de les flors amb abundants fruits i fulles brillants, com al Vancouver Jade i Tom’s point; 
i, d’altra banda, cultius medicinals on s’obtenen rendiments d’arbutina elevats reduint la 
floració, per aconseguir que la planta utilitzi tota la seva energia en la producció d’aquesta 
substància, ja que el que interessa medicinalment són les fulles i no pas els fruits. Els cultius 
ornamentals es poden beneficiar de més fertilitzants que no pas els medicinals. 
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Aquesta espècie és útil per molts propòsits; el seu creixement i propagació han estat estudiats 
i s’han realitzat estudis sobre la seva recol·lecció mecanitzada. 
A la natura, la collita de llavors pot ser bona periòdicament, cosa que succeeix cada cinc anys. 
És relativament difícil estabilitzar pl{ntules d’A. uva-ursi, encara que hi ha llavors comercials 
disponibles. El millor mètode de propagació és agafar esqueixos a la tardor. A causa del ràpid 
creixement que estan tenint els productes comercials basats en herbes medicinals a Nord 
Amèrica, el més probable és que la boixerola recuperi la seva importància. Més del 50% de 
productes farmacològics que es venen a Canadà contenen substàncies procedents de la 
boixerola. El reconegut cat{leg Richters d’herbes, ofereix fulles A. uva-ursi per 3$ els 25g i 40$ 
1kg. Sembla que hi ha un interès creixent a Europa en el seu cultiu medicinal, mentre que a 
Nord Amèrica la boixerola medicinal s’obté silvestre de la natura. En algunes regions 
d’Europa el subministrament de plantes silvestres s’ha esgotat, el que suggereix el benefici 
potencial del cultiu d’A. Uva-ursi (Agriculture and Agri-Food Canada 2013). 
 
1.3.2. Micropropagació 
No hi ha referències bibliogr{fiques relacionades amb la micropropagació de l’espècie a 
partir de material procedent d’h{bitats naturals. 
Només hi ha publicat un article sobre el cultiu in vitro d’aquesta espècie (Kada et al. 1991) 
amb material vegetal procedent de cultiu en hivernacle. L’objectiu principal de la recerca 
d’aquests autors és la micropropagació d’Arctostaphylos uva-ursi per incrementar el nombre 
d’espècies en la cobertura del sòl, i així substituir els membres de la família de les Ros{cies 
susceptibles a la propagació bacteriana.  
Els explants (4-6 cm), es van desinfectar superficialment mitjançant una immersió de 10 
segons en etanol al 80%. A continuació, es van posar durant 20 minuts en hipoclorit de 
potassi al 5-7% i es van realitzar tres rentades amb aigua destil·lada esterilitzada. Amb 
aquest procediment la contaminació va ser menor del 5%. El medi de cultiu va ser preparat 
amb les sals formulades per Murashige i Skoog (1962), més 2 gL-1 de carbó actiu i reguladors 
de creixement afegits abans d’autoclavar el medi (112ºC, 5 MPa, 20min). Cal esmentar que en 
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els medis que contenen carbó actiu (medis molt ennegrits) és difícil detectar la presència de 
bactèries d’origen endogen en els medis de cultiu.  
Pel creixement dels brots in vitro es van dur a terme dos procediments: 
-Cultiu del segments (nodals) de tija amb 50µM d’{cid naftalenacètic (ANA), que va donar 
com a resultat el creixement de 6 a 7 nodes cada quatre setmanes. 
-Desenvolupament de brots axil·lars obtinguts amb medi que contenia 25µM benciladenina 
(BAP) i 20µM d’{cid indolacètic (IAA). La taxa de propagació va disminuir després del tercer 
subcultiu. 
El percentatge d’arrelament dels brots va arribar al 98% amb presència en el medi de cultiu 
de micronutrients diluïts i 10µM ANA, però el 31% de les microplantes van morir durant 
l’aclimatació. 
 
1.4. Problemàtica de les contaminacions en la micropropagació  
L’origen de les infeccions microbianes (fongs, bacteris, llevats, virus, micoplasmes, àcars, 
trips, etc.) en condicions de in vitro pot ser exogen i/o endogen.  
Per tal d’intentar eliminar la presència dels microorganismes d’origen exogen en els medis de 
cultiu ( molt comuna en la superfície dels vegetals desenvolupats en condicions de camp o 
d’h{bitats naturals) és necessari realitzar una desinfecció del material vegetal abans de ser 
introduït in vitro. 
L’efectivitat dels agents desinfectants varia segons la seva concentració, temps d’aplicació en 
contacte amb el material vegetal, pH, temperatura i del tipus, quantitat i estat dels 
microorganismes. Existeixen diferents pautes de desinfecció, no obstant, un dels principals 
agents desinfectants emprats és el hipoclorit sòdic (Martínez & Cañameras 1989).  
En aquest producte els agents actius són l’{cid hipoclorós (HClO) i ió hipoclorit (OCl-). Per 
tant, l’efectivitat depèn de la formació d’aquests en la solució aquosa. 
NaClO + H2O → NaOH + HOCl 
HOCl → H+ + OCl- 
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Figura 7. Variació del percentatge d’{cid hipoclorós en la solució d’hipoclorit sòdic en funció del pH 
d’aquesta solució (Rojas & Guevara 2000). 
 
Observant la figura 7, es pot afirmar que la màxima efectivitat del NaClO es troba en pH àcids. 
Un altre desinfectant que es pot utilitzar és el diclorocianurat de sodi (NaDCC), el qual és una 
forma orgànica del clor amb pH al voltant de 7 en solucions. Aquest pH representa el 80% de 
la constitució iònica de la solució.  Desinfecta a pH al voltant de 5,5 i 7,5. És soluble en aigua i 
utilitzat per esterilitzar material vegetal pel cultiu de teixits, i per controlar el creixement de 
microorganismes (Niedz & Bausher 2002). És molt efectiu en l’eliminació de bacteris i en 
menor mesura de virus, protozous i cucs paràsits. Quan és afegit a l’aigua poden passar tres 
coses: 
 El clor reacciona per oxidació amb la matèria orgànica i elimina els patògens. 
Aquesta proporció s’anomena clor consumit. 
 
 El clor reacciona amb una altra matèria orgànica i forma nous components de 
clor. S’anomena clor combinat. 
 
 L’excedent de clor que no és consumit ni combinat es manté a l’aigua. 
Aquesta proporció és el clor residual lliure, el qual ajuda a prevenir la 
contaminació de l’aigua tractada. 
 
La dosi necessària de NaDCC a aplicar en el material vegetal cultivat in vitro varia segons les 
referències consultades. NaDCC al 0,5% i 0,1% durant 2 minuts (Rowntree 2006), 40 minuts 
al 5%(Sarasan et al. 2002), 0,5 % durant 20 minuts en bulbs axil·lars i en gemmes a 
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concentració de 0,1% de NaDCC durant 2 minuts (Sarasan et al. 2006). Un altre estudi realitza 
aplicacions en concentracions baixes de 100 i 300 ppm, però durant 24 o 48 hores i 
concentracions elevades de 2500, 5000 i 10000 ppm durant 20 minuts (Niedz & Bausher 
2002). 
El tractament amb NaDCC es combina, en la majoria de casos, amb una immersió prèvia del 
material vegetal en etanol al 80% durant uns segons (Sarasan et al. 2002) o al 85% 
(Parkinson et al. 1996). 
Alguns autors també afegeixen el NaDCC en el medi de cultiu a concentracions del 6% (Deein 
et al. 2013) o de 100 ppm (Parkinson et al. 1996). 
Tant el NaDCC com el NaClO quan es dissolen en aigua formen àcid hipoclorós (HOCl). 
 
 Avantatges del NaDCC en front NaClO: 
 
- Presenta un potencial desinfectant superior perquè permet mantenir un millor nivell 
constant de HOCl en la solució. 
- Solucions de NaDCC i NaClO que contenen els mateixos nivells de clor disponible mostren 
una acció bactericida similar, però amb diferents pH. Els efectes antibacterians del NaDCC 
(pH=6,6) i NaOCl (pH=7,2 a 10,6) en matèria orgànica,  mostren que el NaDCC és superior al 
NaOCl. En teixits humans una solució de NaDCC de 4000 ppm de clor disponible té un efecte 
bactericida similar a una solució de NaClO de 17000 ppm de clor disponible (Heling et al. 
2001). Utilitzant NaDCC el pH de la solució és de 6,8 amb el 80% de HOCl. Mentre que amb 
NaClO el pH és de 10. 
- El NaDCC és menys fitotòxic, per tant, no calen rentats posteriors a la desinfecció, pel que 
certa quantitat de desinfectant resta en contacte amb el material vegetal desinfectat durant 
un cert temps. 
- Una vegada preparada la solució de NaDCC desinfectant té una vida útil més llarga i pot ser 
emmagatzemada a temperatura ambient durant 365 dies i seguir sent 100% efectiva (Caton 
2006).  
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-  El cost del NaDCC és més elevat que el NaClO. 
El NaDCC és més efectiu a menys concentració a causa de la bona proporció de HOCl, perquè 
la taxa de HClO- (és de 20 a 300 vegades més efectiu) i el OCl- depèn únicament del pH de la 
solució. 
A 300 ppm NaDCC el pH és 6,8 (on el HOCl és el 84% d’espècies iòniques), en canvi en NaOCl 
(lleixiu) al 1% la quantitat de HOCl disponible és del 0,34%, per tant, gairebé tot en la solució 
són espècies iòniques, OCl- (Niedz & Bausher 2002). 
Per incrementar l’efectivitat dels tractaments de desinfecció es solen combinar amb etanol. 
L’etanol és un agent antimicrobi{ d’ampli espectre que causa danys per desnaturalització de 
les proteïnes i en la membrana cel·lular. Té baixa activitat contra virus i nul·la contra espores. 
És utilitzat per la desinfecció de les superfícies de treball i mans dels laborants o també, per la 
re-desinfecció del material vegetal amb un grau de dilució en aigua necessari per la 
desnaturalització de les proteïnes. 
 
  




2.1. Objectiu general 
L’objectiu principal d’aquest Treball de Final de Grau és establir un protocol de desinfecció 
que permeti introduir in vitro l’espècie Arctostaphylos uva-ursi procedent del seu hàbitat 
natural. 
 
2.2. Objectius específics 
 
 Estudiar l’efecte origen del material vegetal en la fase d’iniciació del cultiu. 
 
 Avaluar l’efecte del tipus d’explant introduït (entrenús o gemma pelada). 
 
 Estimar l’efectivitat de diferents solucions desinfectants, dosis aplicades i temps de 
desinfecció. 
 
 Determinar les contaminacions fúngiques. 
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3. Material i mètodes 
 
Aquest treball consta de quatre assajos que es detallaran al llarg del present capítol. 
Tots els assajos tenen en comú la procedència del material vegetal (hàbitat natural) i el 
medi base de cultiu. Les diferències entre els assajos estan relacionades amb la pauta de 
desinfecció (solució desinfectant i/o temps de desinfecció), punt de mostratge del material 
vegetal i amb el tipus d’explant (entrenús o gemma pelada). Els quatre assajos que es 
descriuen més endavant són: 
 
 Assaig 1 - Incidència de l’origen del material vegetal i dels contingut hormonal del 
medi de cultiu en la introducció del material. 
 
 Assaig 2 – Efecte de l’increment de la dosi de clor actiu en la introducció 
d’entrenusos i gemmes pelades segons l’origen del material vegetal. 
 
 Assaig 3 – Efecte de la utilització de dosis elevades de clor actiu en la desinfecció 
del material vegetal. 
 
 Assaig 4 – Efecte de la desinfecció amb NaDCC en front el hipoclorit sòdic (Nota: 
abans de realitzar aquest assaig es van haver de fer uns assaigs previs per tal de poder 




3.1. Material vegetal 
El material vegetal amb el que s’iniciaren tots els assajos procedia de brots recol·lectats en els 
boscos de la zona de Montblanc i rodalies (Fig. 8) . Els moments de recol·lecció van ser el dia 
30 de gener (assaig 1, 2 i 3 ) i el dia 4 de maig de 2014 (assaig 4).  
En relació als assaigs 1, 2 i 3 les mostres d’Arctostaphylos uva-ursi (Fig. 8) van ser recollides 
en tres punts d’origen diferents, per així poder observar si la diferent procedència afectava en 
el desenvolupament in vitro. Els tres punts de mostreig van ser:  
- Punt de mostratge 1: Es van recollir les mostres a la Carretera de Santa Coloma de 
Queralt, Pontils (T-201) pk 4.5 a 672 metres sobre el nivell del mar, el pendent estava 
orientat cap a l’est amb una inclinació de 75°. Les coordenades on es trobava la zona 
són N 41° 29' 44.2'', E 1° 23' 18.8''. Era una zona de bosc amb arbres com Pinus nigra 
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subsp. salzmanii, Quercus faginea. El material es trobava en una zona ombrívola i el 




- Punt de mostratge 2: Les mostres es van recollir a la Carretera de Pontils a Biure 
de Gaià, al costat de la Riera de Gaià a 686 metres sobre el nivell del mar, el 
pendent estava orientat cap a l’est amb una inclinació de 106°. Les coordenades on 
es trobava la zona són N 41° 29' 20.9'', E 1° 22' 9.5''. La zona es caracteritza per un 
sòl calcari, a més dels arbres esmentats en el punt 1 també hi havia Buxus 




- Punt de mostratge 3: Aquest punt es troba Carretera de l'Espluga de Francolí a 
Vilanova de Prades, pk 15. Està a 990 metres sobre el nivell del mar. En les 
següents coordenades: N 41° 20' 19.1'', E 1° 0' 34.9''. Les mostres (Fig. 10) es van 
recollir al costat de la carretera, en aquell moment la zona estava nevada i era una 
Figura 8. Detall dels brots i fulles d’Arctostaphylos uva-ursi. 
Figura 9. Planta recol·lectada en el punt de mostratge 2. Carretera de 
Pontils a Biure de Gaià . 
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pineda de pi roig (Pinus sylvestris). En aquesta localització no es van trobar fruits 
en les plantes. 
 
En relació a l’assaig 4, el material vegetal es va recol·lectar en el primer i segon punt de 
mostratge (Carretera de Pontils a Biure de Gaià) indiferentment de l’origen. 
 
3.2. Composició del medi base de cultiu 
En tots els assajos de in vitro es va utilitzar com a medi base el formulat per Murashige i 
Skoog (1962). El procediment a seguir va ser el mateix en cada cas, però segons l’assaig es 








Figura 10. Planta recol·lectada en el punt de mostratge 3. Carretera de l’Espluga de 
Francolí a Vilanova de Prades. 
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Taula 1. Components i concentracions del medi base de cultiu. 
Producte 




KNO3  1900 mg 
H3BO3 6.2 mg 
KI 0.83 mg 
Na2MoO4·2H2O 0.25 mg 
CoCl2·6H2O 0.025 mg 
KH2PO4  170 mg 
CaCl2·2H2O  440 mg 
MgSO4·7H2O  370 mg 
MnSO4·4H2O 22.3 mg 
ZnSO4·7H2O 8.6 mg 
CuSO4·5H2O 0.025 mg 
Na2EDTA 37.3 mg 
FeSO4·7H2O 27.8 mg 
Tiamina  0.5 mg 
Piridoxina  0.5 mg 
Àcid nicotínic  0.5 mg 
Glicocol·la  2 mg 
Inositol  100 mg 
Sacarosa  30 g 
Agar-agar  10 g 
 
Preparació de 1L de medi de cultiu 
1) Afegir 500mL d’aigua destil·lada en un vas de precipitats de 1L. 
 
2) Posar el vas de precipitats amb un imant a l’agitador durant tot el procés. 
 
3) Pipetejar en el vas de precipitats preparat a l’apartat 1 les concentracions de les 
solucions mare indicades en la Taula 1. Mai es pipeteja de la solució mare 
directament, sinó des d’un vas de precipitats petit on s’ha abocat prèviament. 
 
4) Afegir les hormones de creixement necess{ries segons l’assaig amb una pipeta. 
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5) Homogeneïtzar la solució.  
 
6) Ajustar el pH del medi mitjançant un pHmetre. Tots els medis han d’estar a 
pH=5.75, segons Murashige i Skoog (1962). Per ajustar-ho s’afegeixen gotes NaOH 
si es vol fer pujar el pH o HCl- si el que es vol és acidificar el medi.  
 
7) Escalfar el medi en el microones fins a 60°C. 
 
8) Afegir al medi 10g/L d’agar bacteriològic i escalfar-ho fins a 100°C. 
 
9) Introduir en els tubs d’assaig 16 mL del medi preparat i tapar-los amb sero-taps. 
 
10) Posar a autoclavar els tubs a 121°C durant 20 minuts, per aconseguir la seva 
esterilització. 
 
11) Acabat l’autoclau deixar refredar els tubs amb el medi de cultiu a temperatura 
ambient i lleugerament inclinats per evitar l’acumulació de gotes a causa de la 
condensació en el interior del tub (Fig. 11). 
 





3.3. Esterilització de les eines i preparació de la cambra de flux 
laminar 
Totes les eines el material que es van utilitzar durant el procés de sembra del material vegetal 
in vitro, com ara pinces, bisturís, llancetes i paper de filtre s’esterilitzava en un autoclau a 
121°C durant 20 minuts. També s’autoclav{ tota l’aigua destil·lada que es va fer servir en el 
Figura 11. Tubs amb medi de cultiu deixats a refredar. 
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procés de desinfecció, distribuïda en pots de vidre que contenien cadascun d’ells 300mL 
d’aigua destil·lada. 
Cada vegada que s’utilitzava la cambra de flux laminar, aquest es connectava 30 minuts abans 
de la seva utilització per tal de que el flux d’aire de la cambra fos estèril. Passat aquest temps 
es netejava amb etanol (70%). Dins la cambra hi havia un incinerador bacterià, que servia per 
mantenir pinces i bisturís en condicions estèrils durant tot el procés de desinfecció i/o 






3.4. Metodologia específica dels diferents assajos 
 
3.4.1. Assaig 1- Incidència de l’origen del material vegetal i del 
contingut hormonal del medi de cultiu en la introducció del 
material  
 
En aquest assaig s’assagen: 
 1 única pauta desinfectant basada en la utilització d’hipoclorit sòdic. 
 3 punts de mostratge diferents en relació a l’origen del material vegetal. 







Figura 12. Detall de la cambra de flux laminar abans de començar a treballar 
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3.4.1.1. Material vegetal 
El material emprat en aquest assaig procedia de 3 punts de mostratge diferents i com a font 
d’explantació i desinfecció va ser escollida la zona apical dels brots, formada per una petita 
porció de tija, les dues fulles més joves de cada tija i la gemma apical. Es va escollir aquesta 
part de la planta, ja que normalment sol ser la menys afectada per la presència de 
microorganismes i és la que té més capacitat de creixement (Fig. 13). 
 
 
3.4.1.2. Medis de cultiu 
Es formularen 4 medis de cultiu diferents basats en la utilització de tres hormones de 
creixement vegetal i d’un medi control, formulat sense contingut hormonal. Les hormones 
escollides van ser: BAP, AIB i AIA, totes a una concentració de 5µM.  
El nombre de tubs i explants amb que es va desenvolupar aquest primer assaig fou: 
Número de tubs i explants per contingut hormonal del medi - 15tubs. 
Número de tubs i explants per origen i contingut hormonal del medi – 45 tubs. 
 
3.4.1.3. Desinfecció del material vegetal 
- Preparació de la solució desinfectant: 
Material: 
 Hipoclorit de sodi (lleixiu)  
 Aigua destil·lada 
 Proveta de 500mL 
Figura 13. Part del material vegetal que es va sembrar. 
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 Vas de precipitats 1L 
 Tensioactiu: Tween 20 
 
La solució desinfectant contenia un 1% de clor actiu, procedent d’un lleixiu comercial marca 
“Floquet”. El volum total de solució desinfectant va ser 300 mL, per tant, van ser necessaris 






;𝑋 = 25 𝑚𝐿 𝑒𝑛 100 𝑚𝐿 
25 𝑚𝐿 · 3 = 75 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑙𝑒𝑖𝑥𝑖𝑢 𝑒𝑛 300 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó 
 
- Procés de desinfecció del material vegetal: 
La desinfecció del material vegetal va ser per separat, segons el seu punt de mostreig. En el 
pot de vidre que contenia la solució desinfectant es van afegir dues gotes de Tween 20 
(tensioactiu, que en disminuir la tensió superficial, 
permet millorar l’acció de la solució desinfectant 
sobre la superfície del material vegetal). La pauta 
de desinfecció va ser sotmetre al material vegetal 
durant 25 minuts immers en la solució 
desinfectant descrita amb agitació constant. 
En finalitzar aquest temps, es va abocar la solució 
desinfectant i es va prosseguir al rentat del 
material vegetal amb l’aigua destil·lada procedent 
dels pots autoclavats (Fig. 14).  El rentat es repeteix 
tres vegades: les dues primeres agitant els pots 
manualment durant uns instants i la darrera 
vegada el material es rentar durant 5 minuts en 
condicions d’agitació.  
 
 
Figura 14. Material preparat per 





Introducció al cultiu in vitro d’Arctostaphylos uva-ursi   31 
Escola Superior d’Agriculutura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
3.4.1.4. Sembra del material vegetal 
Es va agafar aleatòriament els tubs de diferents medis i es va introduir la zona apical del 
material vegetal dins els tubs d’assaig. Pels tres orígens es va seguir el mateix procediment. 
 
3.4.2. Assaig 2 - Efecte de l’increment de la dosi de clor actiu en la 
introducció d’entrenusos i gemmes pelades segons origen del 
material vegetal 
En aquest assaig s’assagen: 
 1 única pauta desinfectant basada amb l’aplicació d’etanol seguida d’immersió amb 
hipoclorit sòdic. 
  2 tipus d’explant: entrenusos joves i gemmes pelades. 
 3 punts de mostratge diferents en relació a l’origen del material vegetal. 
 1 únic medi de cultiu. 
 
3.4.2.1. Material vegetal 
En aquest segon assaig el material vegetal procedia, al igual que l’assaig anterior de 3 
localitzacions diferents. Per a reduir el risc d’infecció es va decidir en aquest assaig emprar 
els entrenusos i les gemmes pelades del material vegetal.  
 
3.4.2.2. Medi de cultiu  
El medi de cultiu que es va utilitzar en aquest cas contenia únicament l’hormona de 
creixement BAP a una concentració de 5µM.  
El nombre de tubs i explants amb que es va desenvolupar aquest segon assaig fou: 
Número de tubs i explants tipus entrenusos i origen – 20 tubs. 
Total número de tubs i explants tipus entrenusos – 60 tubs. 
Número de tubs i explants tipus gemmes pelades i origen – 6 tubs. 
Total número de tubs i explants tipus gemmes pelades – 18 tubs. 
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3.4.2.3. Desinfecció del material vegetal 
-Preparació de la solució desinfectant: 
Material: 
 Hipoclorit de sodi (lleixiu) 
 Aigua destil·lada 
 Dues provetes de 500mL 
 Vas de precipitats 1L 
 Etanol (80%) 
 Tensioactiu: Tween 20 
En la desinfecció amb hipoclorit de sodi es va utilitzar el producte de la mateixa marca que en 
l’assaig anterior, al 2% de clor actiu. Per tant, en 300mL la meitat era de lleixiu i l’altre meitat 
d’aigua destil·lada. 
- Procés de desinfecció del material vegetal.  
La desinfecció es va realitzar tenint en compte els diferents punts de mostreig. 
El procés de desinfecció va tenir lloc sota condicions de flux laminar. En primer lloc es van 
deixar les mostres dins d’un pot que contenia etanol (80%) durant 14 segons en agitació. Es 
va prosseguir amb l’eliminació de l’etanol amb un rentat r{pid amb aigua destil·lada. A 
continuació, es va afegir la solució desinfectant de clor actiu i dues gotes de Tween 20 durant 
35 min a l’agitador. En finalitzar aquest temps, es va abocar la solució desinfectant i es va 
prosseguir al rentat del material vegetal amb l’aigua destil·lada autoclavada. El rentat es va 
repetir tres vegades: les dues primeres agitant uns instants i la darrera deixant el material 
durant 5 minuts a l’agitador.  
 
3.4.2.4. Sembra del material vegetal 
En aquest cas es van seguir dos procediments de sembra: 
-Entrenusos: Per obtenir els entrenusos es van tallar les tiges més joves mantenint la part 
central on hi havia l’entrenús amb la corresponent gemma (Fig. 16, b). 
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-Gemmes pelades: les gemmes pelades es van obtenir amb l’ajuda d’una lupa binocular. Per 
poder observar amb més detall les gemmes es va separar la gemma situada entre l’entrenús i 
la tija i, tot seguit, pelar-la amb el bisturí treien les capes exteriors (primordis foliars) per 








3.4.3. Assaig 3 - Efecte de la utilització de dosis elevades de clor 
actiu en la desinfecció del material vegetal 
 
L’assaig  3 va consistir en: 
 1 punt de mostratge. 
 2 medis de cultiu: un formulat amb BAP i un control. 
 2 tipus d’explant: entrenusos i gemmes pelades. 
 3 pautes de desinfecció basades en l’aplicació de diferents dosis de clor actiu 
(algunes més elevades que les descrites en l’assaig 2) i en combinació o sense amb 
etanol:  
D1: 2% clor actiu + 80% etanol 
D2: 2% clor actiu 








O1 20 6 
O2 20 6 
O3 20 6 
 Taula 2. Material vegetal sembrat a l’Assaig 2 segons l’origen. O1- Carretera de Santa 
Coloma de Queralt, Pontils. O2- Carretera de Pontils a Biure de Gaià . O3- Carretera de 
l’Espluga de Francolí a Vilanova de Prades. 
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3.4.3.1. Material vegetal  
No es va tenir en compte l’origen del material vegetal perquè, atenent als resultats obtinguts 
en els assajos anteriors, el que interessava era intentar trobar un protocol de desinfecció més 
efectiu. Per reduir el risc d’infecció es van sembrar entrenusos i gemmes pelades. 
 
3.4.3.2. Medi de cultiu  
El medi de cultiu addicionat amb BAP (5µM) va ser el mateix que el emprat en l’assaig 
anterior. A més a més, es va afegir un control sense hormones. En aquest cas, es va preparar 
1L de medi de cultiu. 
 
 
3.4.3.3. Desinfecció del material vegetal 
- Preparació de la solució desinfectant: 
Material: 
 Hipoclorit de sodi (lleixiu) 
 Aigua destil·lada 
 Tres provetes de 500mL 
 Vas de precipitats 1L 
 Etanol (80%) 
 
1. Desinfecció amb hipoclorit de sodi al 3% de clor actiu:  






;𝑋 = 75 𝑚𝐿 𝑒𝑛 100 𝑚𝐿; 75 𝑚𝐿 · 3 = 225 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑙𝑒𝑖𝑥𝑖𝑢 𝑒𝑛 300 𝑚𝐿. 
2. Desinfecció amb lleixiu al 2% de clor actiu: 
La desinfecció amb hipoclorit de sodi es va realitzar amb el lleixiu de la mateixa marca 
que en l’anterior assaig, per tant, de 300mL la meitat eren de lleixiu i l’altre d’aigua 
destil·lada. 
3. Desinfecció amb lleixiu al 2% de clor actiu més etanol: 
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Desinfecció amb etanol al 80%, 240 mL d’etanol i 60 mL d’aigua destil·lada en una 
proveta de 500 mL més la desinfecció del punt 2. 
 
- Procés de desinfecció del material vegetal  
La desinfecció es va realitzar per a cada tipus de tractament, com ja s’ha explicat 
anteriorment.  
En les desinfeccions es seguia el procediment explicat a l’assaig 2, però variant el temps en 
que el material vegetal estava en contacte amb la solució d’hipoclorit sòdic, que en aquest cas 
era de 40 min.  
 
3.4.3.4. Sembra del material vegetal 
Per sembrar el material vegetal es va seguir el procediment explicat en l’assaig 2, però sense 
tenir en compte l’origen del material i agafant-lo a l’atzar. 
Es van sembrar entrenusos i gemmes pelades de la següent manera, com es mostra en la 
taula 3. 
Taula 3. Tipus de material vegetal sembrat a l’assaig 3 segons tractament de desinfecció. D1: 2% clor 











D1 4 6 2 3 15 
D2 4 7 2 3 16 
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3.4.4.  Assaig 4 – Efecte de la desinfecció amb NaDCC en front el 
hipoclorit sòdic 
 
L’assaig 4 va consistir en: 
 1 únic punt de mostratge. 
 2 tipus d’explant: entrenusos i gemmes pelades. 
 2 medis de cultiu formulat amb una mateixa concentració de BAP, però un 
contenia NaDCC i l’altre no. 
 3 pautes de desinfecció emprant NaDCC o hipoclorit sòdic. 
 
 
3.4.4.1. Assajos previs a l’assaig 4 
Per trobar la concentració adequada de NaDCC en el medi de cultiu, es van realitzar assajos 
previs:  
Inicialment es va pensar en posar 500 ppm de NaDCC, però el medi resultant després de 
passar per l’autoclau i haver-lo deixat reposar fins assolir temperatura ambient era líquid.  
En aquests assajos, es formularen diferents dosis de NaDCC (500 ppm, 300 ppm , 200 ppm i 
100 ppm) obtingudes a partir d’utilitzar aigua destil·lada acidificada amb àcid clorhídric (pH 
de 3.8).  
Posteriorment es va incrementar el pH fins 5.7 (Murashige & Skoog 1962) pel correcte 
funcionament del medi de cultiu. 
Per tal d’aconseguir una millor solidificació de l’agar i, després de realitzar diferents proves, 
es van formular dues concentracions d’agar: 
 10 g L-1: medis amb 500 ppm, 300 ppm , 200 ppm i 100 ppm de NaDCC 
 
 12 g L-1: medi amb 100 ppm de NaDCC 
 
3.4.4.2. Material vegetal 
Es van utilitzar entrenusos i gemmes pelades al igual que en els assajos 2 i 3 per intentar 
reduir el rics de contaminació. 
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3.4.4.3. Medi de cultiu 
A més a més d’una pauta de desinfecció basada en la utilització de NaDCC, aquest assaig 
contemplava l’aplicació del desinfectant NaDCC en el propi medi de cultiu i així observar els 
seus efectes en la reducció de les contaminacions. 
En aquest assaig es van utilitzar dos medis de cultiu diferents. Un medi base (MB) amb la 
composició formulada per Murashige i Skoog (1962) addicionat amb 5µM de BAP i el mateix 
medi base però més 100 ppm de NaDCC, que es va afegir abans de l’ajust de pH del medi. Es 
va posar una quantitat de 12g L-1 d’agar per assegurar la solidificació del medi de cultiu que 
contenia NaDCC. 
El procediment de realització del medi base és el mateix que el descrit en l’apartat 3.2.  
 
3.4.4.4. Desinfecció del material vegetal 
-Preparació de la solució desinfectant: 
Material: 
 Hipoclorit de sodi (lleixiu) 
 Aigua destil·lada 
 Provetes de 500 mL 
 Vas de precipitats 1L 
 Diclorocianurat de sodi (NaDCC) 
 Etanol 
 Tensioactiu: Tween 20 
Els tractaments de desinfecció van ser:  
 
1. Desinfecció amb etanol al 80%.  
 
2. Desinfecció amb hipoclorit de sodi al 1% de clor actiu. 
 
3. Desinfecció amb 500 ppm i 15.000 ppm de NaDCC. 
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En el cas del tractament 3 es va preparar una solució en 300 mL d’aigua destil·lada, en els 
quals pel cas de 15000 ppm es van afegir 4.5 g NaDCC i en el de 500 ppm es van afegir 0.15 g 
NaDCC.  
- Procés de desinfecció del material vegetal  
Prèviament a cada tractament de desinfecció es va realitzar una desinfecció durant uns 
segons amb etanol al 80%. 
E1: Es va posar el material vegetal en la solució desinfectant que contenia 500 ppm de NaDCC 
més dues gotes de Tween 20. Es va deixar en agitació durant 24 hores sota condicions de flux 
laminar. Finalitzat aquest període, es va procedir a la sembra del material vegetal sense 
realitzar cap rentat del desinfectant. 
E2: El material vegetal es va posar en la solució desinfectant que contenia 15.000 ppm de 
NaDCC més dues gotes de Tween 20. Es va deixar en agitació durant 1 hora en la cambra de 
flux laminar. Finalitzat aquesta fase es va procedir a la sembra del material vegetal sense 
realitzar cap rentat del desinfectant. 
E3: El material vegetal es va posar en la solució desinfectant que contenia lleixiu (1% de clor 
actiu) i dues gotes de Tween 20 en agitació durant 1 hora en la cambra de flux laminar. Al 
finalitzar, es va procedir a realitzar tres rentats amb aigua destil·lada: el dos primers d’uns 
segons i el darrer de 5 minuts, tots ells amb agitació. 
 
3.4.4.5. Sembra del material vegetal 






Introducció al cultiu in vitro d’Arctostaphylos uva-ursi   39 
Escola Superior d’Agriculutura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
Taula 4. Material vegetal sembrat a l’assaig 4 segons el tractament de desinfecció. E1: 500 ppm 
NaDCC,24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC, 1h. E3: 1% de clor, 1 hora. 
 












E1 39 7 39 7 92 
E2 40 6 40 7 93 




3.5. Condicions de la cambra de cultiu 
El material vegetal, un cop sembrat, es va deixar a la cambra de cultiu que presentà al llarg de 
tot l’assaig una temperatura ambiental de 24±1°C i un fotoperíode de 16h de llum i 8h de 
foscor (Fig. 15 i Fig. 16). 
 
 
        Figura 15. Tubs de l’assaig 1 amb el material vegetal a la cambra de 
cultiu. 




3.6. Metodologia de preparació dels fongs per la seva 
identificació 
 
- Preparació Agar Extracte de Malta 
Materials: 
 Agar Extracte de Malta      
 Aigua destil·lada 
 Balança de Precisió 
 1 Safata de contenció 
 1 Espàtules 
 1 Proveta de 100ml 
 1 Flascó autoclavable de 250ml 




1. Preparació de l’agar: 
 
 Mesurar en una safata de contenció 3.5 g d’Agar Extracte de Malta amb la 
balança de precisió fent servir una espàtula. 
 
Figura 16 . Explants assaig 2 (a: gemmes pelades;. b: entrenusos) 
b) a)  
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 Mesurar 100 mL d’aigua destil·lada amb la proveta de 100 mL. 
 
 Introducció de l’agar al flascó per autoclau de 250 mL i amb l’aigua de la 
proveta netegem les safates de contenció per recollir l’agar que s’ha quedat 
adherit. 
 
 Buidar l’aigua restant a la proveta dins del flascó autoclavable, tancar el 
flascó i agitar durant 5 minuts. 
 
2. Autoclavat del flascó a 121°C durant 20 minuts. 
 
3. Preparació de les plaques de Petri amb agar: 
 
 Neteja de la cambra de flux laminar amb alcohol per tal d’esterilitzar la 
zona de treball. 
 
 Obrir el ventilador per generar la circulació d’aire de flux laminar i les 
llums. 
 
 Omplir amb el flascó les plaques, movent-les circularment per tal que l’agar 
líquid cobreixi la superfície completa de la placa. 
 
 Tapar les plaques i les deixar-les refredar. 
 
 
-Sembra dels fongs en plaques de Petri amb MEA: 
Material (Fig. 17): 
 Plaques de Petri amb MEA 
 Alcohol 
 Pinces grans i petites 
















Figura 17 - Cambra de flux laminar amb el material per sembrar els fongs 
Procediment: 
1. Neteja de la cambra de flux laminar amb alcohol i encesa del ventilador per 
netejar l’aire de la cambra. 
 
2. Desinfecció de les pinces mullant-les amb etanol i passant-les sobre una flama, 
abans i després d’agafar el material. 
 
3. Extreure el fong del tub d’assaig i posar-lo sobre el vidre de rellotge. 
 
4. Agafar les pinces petites, pinçar la superfície del fong i tocar l’agar de la placa 
de Petri amb la punta. 
 





3.7. Resum del disseny experimental  i tractament 
estadístic 
 
3.7.1. Resum del disseny experimental 
En la taula 5 s’indica el resum del disseny experimental dut a terme en aquest treball. 
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Medi de cultiu Material vegetal Repeticions 
 
Tractament Temps 
Assaig 1 Si NaClO: 1% clor actiu 25 minuts 
Hormones 
BAP 
Zona apical més les 






Assaig 2 Si 
Etanol 80% i NaClO: 





35 minuts Gemmes pelades 
6 
  
Assaig 3 No 
D1: Etanol 80% i 
NaClO: 2% clor actiu  
14 segons Hormona BAP 
Entrenusos 4 
Gemmes Pelades 6 
40 minuts Control 
Entrenusos 2 
Gemmes Pelades 3 





Gemmes Pelades 7 
Control 
Entrenusos 2 
Gemmes Pelades 3 





Gemmes Pelades 8 
Control 
Entrenusos 2 
Gemmes Pelades 2 
                
Assaig 4 No 
Etanol 80 % 14 segons         
E1: 500 ppm NaDCC 24 hores 
Hormona BAP 
Entrenusos 39 
Gemmes Pelades 7 
100 ppm NaDCC 
Entrenusos 39 
Gemmes Pelades 7 
E2: 15.000 NaDCC 1 hora 
Hormona BAP 
Entrenusos 40 
Gemmes Pelades 7 
100 ppm NaDCC 
Entrenusos 40 
Gemmes Pelades 6 





Gemmes Pelades 6 
100 ppm NaDCC 
Entrenusos 41 
Gemmes Pelades 6 






3.7.2.  Variables mesurades 
 
Al llarg del desenvolupament experimental del treball les variables que varen ser 
mesurades eren qualitatives (grau de contaminació i viabilitat). A més a més es va tenir en 
compte l’afectació de: origen del material vegetal, tipus d’explant, medi de cultiu i procés 
de desinfecció aplicat.  
 
 
3.7.3. Tractament estadístic 
Per a verificar els resultats obtinguts es va realitzar un estudi estadístic utilitzant 
l’aproximació normal a la binomial. Aquest és un mètode estadístic aproximat i són 
necessaris un elevat nombre de repeticions per obtenir resultats fiables.  










P: probabilitat comuna 
p: proporció de la variable estudiada 
n: nombre de repeticions 
Es va agafar una probabilitat d’error p=0,05. 
La mínima diferència (𝑝1 −𝑝2) s’obté multiplicant l’estadístic de contrast (z=1,96) per la 






  . Si la diferència entre proporcions és superior a 
la mínima diferència seran significatius, i per tant, diferents. 
A l’annex d’aquesta memòria es troba explicat més detalladament el tractament estadístic 
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4. Resultats i discussió 
 
 
4.1.  Assaig 1 - Incidència de l’origen del material vegetal i del 
contingut hormonal del medi de cultiu en la introducció del 
material 
Segons Niedz & Bausher (2002) les contaminacions in vitro causades per fongs, bacteris o 
llevats són un dels problemes més importants en els laboratoris de micropropagació i l’èxit 
de la desinfecció depèn de l’espècie vegetal, el tipus d’explant, la  fitotoxicitat del desinfectant 
utilitzat i el tipus de contaminant.  
En aquest primer assaig, l’observació di{ria del material vegetal mostr{ que al cap de cinc 
dies de iniciar-se l’assaig tots els tubs, fos quin fos l’origen del material vegetal, presentaven 
contaminació microbiana, majoritàriament per fongs, alguns dels quals eren llevats. No es va 
observar la presència de bacteris aparents (visibles). A causa d’aquesta infecció del 100% del 
material vegetal sembrat no es va poder realitzar l’estudi estadístic dels resultats obtinguts, ja 
que no tenia sentit buscar les diferències entre els diferents tractaments. 
Tot i les contaminacions, es varen deixar a la cambra de cultiu uns quants tubs procedents de 
l’origen 3 per poder observar com evolucionaven les contaminacions i el material vegetal. 
Aquests tubs van ser  “precintats” amb parafilm (subjecció del tap), per tal d’evitar traspassar 
les contaminacions a altre material vegetal present a la cambra. 
Les colònies de fongs es desenvolupaven principalment en la zona superficial del medi de 
cultiu, per això, els explants, tot i estar rodejats de contaminació microbiana, van sobreviure 
durant un llarg període de temps, però sense manifestar cap tipus de desenvolupament. Al 
cap d’un més en cultiu si que es va observar, com era d’esperar, una afectació més destacada 
sobre el material vegetal (Fig. 18, a). Al cap de dos mesos la majoria dels explants estaven 
molt malmesos (Fig. 18, b).  
Aquests resultats són sovint comparables als descrits per altres autors que han treballat en la 
introducció de material vegetal procedent de camp  (Ruredzo 1991, Gruber 2009, Ahmadi et 
al. 2012)i, fins i tot, per autors que han iniciat els cultius in vitro en material vegetal procedent 
d’hivernacle o de procedència similar (Fàbregas 1987, Jiménes & Guevara 1996 Bence Doig & 
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Guerrero Soler 2011). El material vegetal procedent del camp pot resultar molt difícil o 
impossible de desinfectar, degut principalment a la presència tant de microorganismes 
endofítics com en epífits. En el cas del material que no procedeix directament de camp, el 
problema de l’aparició de contaminació microbiana pot estar relacionat amb les 
contaminacions del sòl i/o substrat i amb l’aigua de reg (Reed & Tanprasert 1995).  





Figura 17. Material vegetal assaig 1. a) Al cap d’un mes de la sembra  (5 de 
març). b) al cap de dos mesos de la sembra (2 d’abril). 
a) 
b)  
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4.2. Assaig 2 - Efecte del increment de la dosi de clor actiu en la 
introducció d’entrenusos i gemmes pelades segons origen del 
material vegetal 
Les primeres contaminacions aparents de l’assaig 2 s’observaren al 5è dia d’iniciar-se 
l’esmenta’t assaig.  Aquest dia es comptabilitzaren un 27% de tubs afectats per 
contaminacions microbianes.  Durant el transcurs de l’assaig les contaminacions van anar 
augmentant.  
Desprès d’un mes en cultiu, els resultats obtinguts (Fig. 20 i Taula 5) indicaren que la 
utilització d’entrenusos com a mètode de micropropagació  increment{ el risc d’infecció en 
comparació amb el que presenten les gemmes pelades en les mateixes condicions de cultiu. 
Comportaments similars foren obtinguts en d’altres espècies vegetals com per exemple la 
Genciana (Gruber 2009). Al realitzar l’estudi estadístic es va obtenir que la probabilitat 
comuna de contaminació dels entrenusos (0,95) era superior a la de les gemmes pelades 
(0,5). En aquest assaig s’observa també que els entrenusos dels tres orígens presenten un 
nombre de contaminacions semblants (superiors al 95%). Les diferències al realitzar l’estudi 
estadístic no eren significatives entre els diferents orígens estudiats, tant per les gemmes 
pelades com pels entrenusos (veure annex pàgina 73). 
La utilització de gemmes pelades ha permès reduir el grau de 
contaminació, ja que aquest pels tres orígens ha estat inferior al 
que presentaven els entrenusos. A més a més, s’ha observat que 
sembla ser que hi ha efecte origen, tot i que no és significatiu 
(veure annex pàgina 73). El material procedent del O3 ha estat el 
que ha presentat menors percentatges de contaminació (16,7 %).  
El punt de mostratge O3 és el que es trobava a més altitud dels 
tres, exactament a 990 m i era el més fred. En l’època de l’any en 
que va ser recollit el material vegetal aquesta zona es trobava 
nevada. Aquest fet podria explicar que a causa del fred i la neu els microorganismes es 
trobessin en un estadi d’inactivitat i, per això, els valors de contaminacions en les gemmes 
pelades d’aquest origen són inferiors als de la resta.  No obstant, el reduït nombre de mostres 
del que s’obtenen aquests resultats no permeten afirmar que realment la procedència 
influeixi en l’aparició de contaminacions. 
Figura 18. Gemma pelada 
de l’assaig 2 on s’observen 
exsudacions fenòliques. 
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En les tubs que contenien gemmes pelades es van observar exsudacions fenòliques en els 
medis de cultiu, rodejant inicialment l’explant (Fig. 19). Segons un article publicat (Jiménes & 
Guevara 1996)  i d’alguns Treballs Finals de Carrera (Lecha, 2008) l’alliberació de subst{ncies 
fenòliques al medi de cultiu afecta desfavorablement el creixement del material vegetal. 
El material vegetal no contaminat va restar en la cambra de creixement durant un mes. Al 
finalitzar aquest període, s’observ{ una necrosi total, probablement relacionada amb la 
fitotoxicitat causada pel tractament de desinfecció al que va estar sotmès (etanol i clor actiu a 
dosis elevades). Aquest efecte fitotòxic del hipoclorit sòdic també ha estat comentat per altres 
autors (Jiménes & Guevara 1996) on es diu que és perjudicial pels teixits vegetals en que es 




Contaminacions Material sa 







O1 19 5 1 1 26 
O2 18 3 2 3 26 
O3 20 1 0 5 26 
 
Taula 5. Grau de contaminació  fúngica, segons origen i tipus de material vegetal 
introduït. O1- Carretera de Santa Coloma de Queralt, Pontils. O2- Carretera de 
Pontils a Biure de Gaià . O3- Carretera de l’Espluga de Francolí a Vilanova de 
Prades. 
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4.3. Assaig 3 - Efecte de la utilització de dosis elevades de clor 
actiu en la desinfecció del material vegetal 
Els resultats de l’assaig 3 (Taula 6) mostren que les contaminacions han continuat apareixent 
en el material vegetal, tot i haver incrementat les dosis de desinfectant i afegir-hi la un 
protocol de desinfecció amb la immersió en etanol. No obstant, cal destacar que les 
contaminacions han disminuït en referència als assajos anteriors. 
 






Tractament Entrenús Gemma Entrenús Gemma Entrenús Gemma Entrenús Gemma 
D1 3 3 1 3 10 1 3 1 0 5 
D2 3 6 2 1 12 1 1 0 2 4 

























Figura 19 . Grau de contaminació fúngica segons origen i tipus 
d’explants al cap d’un mes de ser sembrats. O1- Carretera de Santa 
Coloma de Queralt, Pontils. O2- Carretera de Pontils a Biure de Gaià . O3- 
Carretera de l’Espluga de Francolí a Vilanova de Prades. 
 
Taula 6. Assaig 3. Contaminacions i material sa, segons tractament: D1: 2% clor actiu + 
etanol, D2: 2% clor actiu, D3: 3% clor actiu. 





Els resultats observats en la Taula 6 i en la Fig. 21 semblen indicar que, en general, els 
entrenusos presenten un grau de contaminació superior al de les gemmes i cert efecte 
inhibidor en el desenvolupament fúngic quan s’aplica una dosi desinfectant elevada (3% clor 
actiu) en el cas de les gemmes pelades. El medi de cultiu (absència o presència de BAP) no 
sembla afectar el grau de desenvolupament microbià. Es va realitzar un estudi estadístic de 
les diferents variables implicades. Per obtenir resultats més fiables es van ajuntar variables 
per incrementar el nombre de repeticions. Quan es va estudiar l’efecte del medi de cultiu es 
van ajuntar les contaminacions dels entrenusos i les gemmes pelades. Tant pel medi de 
control com pel BAP, els resultats van ser insignificants i les probabilitats comunes van ser 
iguals en els dos casos. Per observar quin tipus d’explant tenia més probabilitats de 
contaminació, no es va tenir en compte el medi de cultiu en que va ser sembrat. Els resultats, 
tant pels entrenusos com per les gemmes pelades, no van ser significatius (veure annex 
pàgina 74), però la probabilitat comuna de contaminació dels entrenusos (0,78) va ser 
superior a la de les gemmes pelades (0,55). Aquest fet demostra que els entrenusos tenen un 





























Figura 20. Gr{fic contaminacions en % de l’assaig 3. Tractament: D1: 2% clor actiu 
+ etanol, D2: 2% clor actiu, D3: 3% clor actiu. 
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Igual que en l’assaig anterior, l’elevada fitotoxicitat de les dosis aplicades en el moment de la 
desinfecció va provocar que a la fi de l’assaig tot el material vegetal estigues necrosat. 
 
4.4. Assaig 4 – Efecte de la desinfecció amb NaDCC en front el 
hipoclorit sòdic 
Com a conseqüència dels resultats anteriors es va decidir utilitzar un desinfectant menys 
fitotòxic pel material vegetal, com és el cas del NaDCC.  
En aquest assaig es van realitzar tractaments de desinfecció amb NaDCC i NaClO i també es 
van formular medis de cultiu amb presència de NADCC. 
Als 15 dies posteriors a la sembra del material vegetal es van començar a observar les 
primeres contaminacions. A la Fig. 22 es mostra l’evolució de les infeccions (gemmes pelades 
+ entrenusos) fins al cap d’un mes d’haver-se sembrat. Al llarg de tot el període observat, el 
tractament E3 (1% clor actiu) sempre va presentar un percentatge de contaminació superior 
als altres dos tractaments i amb un grau de contaminació elevat a la fi de l’assaig (proper al 
80%). Cal esmentar que l’elevat grau de contaminació del tractament E3 est{ principalment 
relacionat amb la dosi de clor actiu aplicada (1%), però es va optar per assajar i contrastar 
amb aquesta dosi més baixa que la utilitzada en els dos assajos anteriors degut a la elevada 
fitotoxicitat del hipoclorit sòdic.  
A la fi de l’assaig (1 mes de cultiu)  la quantitat de contaminacions visibles van ser inferiors a 
la resta d’assajos i variaven segons el tractament aplicat (Fig. 22). 
La utilització de NaDCC com a producte desinfectant ha permès obtenir un percentatge de 
contaminació inferior al dels assajos anteriors (Fig. 22 i Fig. 23), ja que en cap cas el final de 
l’assaig s’ha superat el 50% de contaminació.  La immersió del material vegetal durant 1 h 
amb una dosi elevada de NaDCC (15000 ppm) presentà un grau de contaminació entorn al  
30%, essent molt estable al llarg del període controlat, és a dir, es produeix un increment 
molt poc destacat, mentre que la immersió en una dosi més baixa de NaDCC (500 ppm) però 
amb un temps de contacte molt més elevat (24 h) suposà un major grau de contaminació al 
llarg de tot el període observat, arribant a ser del 50% a la fi del mateix.  
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Com es pot observar a la figura 23, en general el tractament E3 té un percentatge de 
contaminacions més elevat que la resta, tant pels entrenusos arribant en MB  al 95,1% i en 




























































Figura 21. Evolució de les contaminacions (entrenusos + gemmes pelades) respecte 
el total sembrat inicialment en l’assaig 4 al llarg de tres setmanes. Tractament: E1: 
500 ppm NaDCC 24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC 1 hora. E3: 1% de clor actiu 1 hora. 
Figura 22. Gràfic contaminacions en % de l’assaig 4. Tractament: E1: 500 ppm 
NaDCC 24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC 1h. E3: 1% de clor actiu 1 hora. 
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El tractament estadístic corresponent a aquest assaig est{ especificat en l’annex d’aquesta 
memòria (a partir de la pàgina 76). El tractament que mostra un menor % de contaminació és 
el E2. Pel que fa al tipus de medi de cultiu, no es mostren diferències clares entre MB i NaDCC, 
pel que fa al nombre de contaminacions. Però en general el medi que contenia NaDCC tenia 
una mica menys de contaminacions respecte al MB. Aquests resultats es van contrarestar 
realitzant el seu estudi estadístic. La probabilitat comuna de contaminació dels entrenusos en 
medi MB i NaDCC va ser molt semblant 0,63 i 0,60 respectivament. En els dos casos es van 
obtenir resultats molt significatius entre els tractaments E3 i E2, el que indica que el 
tractament E3, com ja s’ha afirmat anteriorment, és el que té una probabilitat de 
contaminació més elevada. En el cas del medi MB la diferència entre els tractaments E3 i E2 
és més elevada, ja que van haver-hi menys contaminacions en el E3 que quan estava en el 
medi amb NaDCC.  També es va estudiar la probabilitat de contaminació de les gemmes 
pelades sense tenir en compte el medi de cultiu en que van ser sembrades. Els resultats 
estadístics no van ser significatius,  probablement a causa de les poques repeticions. En canvi, 
la probabilitat de contaminació dels entrenusos sense tenir en compte el medi de cultiu, sí 
que va ser significativa per a tots els tractaments. Com en els altres casos, es va obtenir una 
diferència molt significativa entre els tractaments E3 i E2, una diferència menor entre els 
tractaments E3 i E1 i, una diferència encara més petita entre els tractaments E1 i E2. Aquests 
resultats indiquen que el tractament E2 és el que té menys probabilitats de contaminació, 
seguit pel tractament E1 i, en últim lloc el tractament E3. S’ha de tenir en compte que la 
probabilitat comuna de contaminació dels entrenusos (0,62) és superior a la de les gemmes 
pelades (0,23). 
Com es pot observar en la imatge de les gemmes pelades (Fig.  24), al cap de quinze dies 
desprès de la sembra, a part del nombre de contaminacions, algunes de les gemmes pelades 
sense contaminacions, procedents dels tractaments E1 i E2, estaven vives,  fet que no es va 
donar en cap dels altres assajos anteriors. En canvi, les gemmes pelades no contaminades 
però desinfectades amb hipoclorit sòdic (1% clor actiu) no eren viables (mortes).  A la taula 7 
es pot observar el nombre de les gemmes pelades no contaminades en relació a la sembra 
inicial i les que van sobreviure.  
A la taula 8 també es pot veure que el tractament que va donar un percentatge de gemmes 
pelades vives més elevat va ser també el E2 (74% en total). En aquest cas, l’addició de 
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desinfectant en el medi de cultiu ha contribuït negativament a la supervivència de les 
gemmes, possiblement a causa de “sumatori” de toxicitat (desinfecció + medi de cultiu).  
En el tractament E1 sols es va obtenir material viu en medi amb NaDCC (43%). És estrany 
que en el tractament amb medi sense NaDCC no hi hagués cap gemma pelada viva, ja que el 
que era d’esperar, com ha passat en el tractament E2, seria un percentatge de gemmes viables 
superior en el medi base (MB) que en el medi amb NaDCC. Podria ser que la causa estigues en 
la manipulació del material vegetal per part del laborant (per exemple, més temps sota 
condicions de flux laminar, el que hauria provocat una major dessecació dels explants). Altres 
autors confirmen que  la presència de bràctees com a mecanisme de protecció de la gemma 
limita bastant la desinfecció dels teixits, ja que és on es localitza un cúmul de gran quantitat 
d’agents contaminants  (Jiménes & Guevara 1996). Per tant, si les gemmes no han estat ben 
pelades, les br{ctees s’haurien mantingut intactes. D’altres afirmen que en el material vegetal 
procedent de camp la desinfecció amb NaDCC és més eficaç que la desinfecció amb hipoclorit 
sòdic i que, a més a més, el nombre de contaminacions es redueix quan aquest producte 
també s’afegeix al medi de cultiu i que aquest es manté viable  (Niedz & Bausher 2002). 
Tenint en compte la probabilitat de viabilitat de els gemmes pelades respecte la sembra 
inicial, s’ometen aquests resultats a un estudi estadístic on es van obtenir diferències 
significatives entre els tractaments E2 i E3. El que indica que el tractament E2 té una major 
probabilitat de viabilitat respecte la resta de tractaments. No es van realitzar més estudis 
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Taula 8 . Assaig 4. Gemmes pelades sanes i vives segons el tractament i medi. . Tractament: E1: 500 




Tractament Sembra Sanes Vives Sembra Sanes Vives 
E1 7 7 3 7 5 0 
E2 6 4 1 7 6 4 
E3 6 4 0 6 4 0 
 
Taula 9. Gemmes viables, en percentatge, segons tractament desinfectant i medi de cultiu (E1: 500 ppm NaDCC 24 





Cal destacar, que el medi de cultiu que contenia NaDCC, quan s’intentava calibrar a pH de 5,7 
abans d’escalfar-lo per afegir l’agar, presentava resistència als canvis de pH, l’anomena’t 
efecte tampó. A causa d’aquest fet, per aconseguir fer pujar el pH va ser necessari utilitzar 
més NaOH que en condicions estàndards. 
Amb els resultats obtinguts a l’assaig 4 es pot afirmar que el tractament desinfectant amb 
hipoclorit de sodi no és eficaç en A. uva-ursi, ja que es va obtenir el nombre de 




4.5.1. Contaminacions observades en les mostres vegetals 
En tots els assajos la taxa de contaminació va ser molt elevada, sobretot en l’assaig 1 (Fig. 25) 
en què el 100% del material vegetal sembrat in vitro estava contaminat. En els assajos 2, 3 i 4 
(Fig. 26) les contaminacions afectaven més el material vegetal, ja que aquests eren 
entrenusos i gemmes pelades, que per les seves dimensions el fong infectava abans. 
%Gemmes vives respecte sembra inicial 
Tractament NaDCC MB Total 
E1 42,9 0 42,9 
E2 16,7 57,1 73,8 
E3 0 0 0 
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Les contaminacions que van aparèixer en el material vegetal eren causades per fongs 
majoritàriament filamentosos i en menor mesura llevats. En cap cas es va observar l’aparició 
de bacteris. Per poder identificar els fongs es van haver de sembrar en un medi de cultiu amb 
agar d’extracte de malta (MEA) perquè es desenvolupessin correctament. 
 
4.5.2. Identificació dels fongs 
 
Es van sembrar els fongs en plaques de Petri amb agar d’Extracte de Malta (MEA). Hi van 
aparèixer les següents colònies (Fig. 27, 30, 32) a partir de les quals es van realitzar les 
preparacions amb blau de lactofenol per poder observar els fongs en el microscopi i amb 
Figura 24. Fotografies del material vegetal contaminat de l’assaig 1. 
Figura 25. Fotografies del material vegetal contaminat dels assajos 2 i 3. 
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l’ajuda del llibre ‘Introduction to food-borne fungi’ (Samson et al. 1981) es van poder 
identificar fins a nivell taxonòmic de gènere.  
 
Tots els fongs identificats corresponen al grup dels deuteromicets o fongs imperfectes. Els 
deuteromicets constitueixen un grup molt gran, amb 1700 gèneres i més de 17.000 
espècies. Aquesta classe està compresa per fongs, dels quals només es coneix la seva 
reproducció asexual, estat anamorf (asexual o conidiògen), ja que no s’ha pogut observar 
la seva reproducció sexual. En general, es reprodueixen mitjançant la formació 
d’abundants espores, anomenades conidis. Els conidis són mitòspores sense origen sexual, 
que tenen com a principal funció la propagació. Poden ésser esfèrics, ovoides, cilíndrics, 
filamentosos, espiralats, ramificats o estrellats. Poden tenir una sola, dues o diverses 
cèl·lules, delimitades per septes transversals (transseptes), sols o acompanyats de septes 
longitudinals (longiseptes) o de septes oblics. Pel que fa a la pigmentació, poden ser hialins, 
i els fongs s’anomenen hialosporats, o brunencs, i s’anomenen feosporats.  
 
La conidiogènesi és el procés de formació dels conidis. Els quals són generats per l’activitat 
d’una cèl·lula anomenada cèl·lula conidiògena. Les hifes, simples o ramificades, que 
sostenen una o més cèl·lules conidiògenes, s’anomenen conidiòfors, no sempre hi són 
presents. Hi ha dos grans tipus de conidiogènesi: la tàl·lica i la blàstica. En el primer cas la 
diferenciació dels conidis es fa a partir d’una hifa preexistent, que para de créixer i es 
produeix després que el primordi conidial ha quedat delimitat per un o més septes. La 
conidiogènesi blàstica en canvi, es realitza amb creixement del primordi del conidi abans 
de quedar delimitat per un septe (Bas et al. 1991). 
 
Els Deuteromicets es classifiquen segons la formació dels conidis: 
 
-Coelomycetes: conidiòspores (el sistema sencer d’hifes fèrtils) formades dins cossos 
fructífers (conidiòmers), ja sigui acèrvuls o picnidis. 
 
-Hyphomycetales o Monilials: conidiòspores formades per hifes simples o agregades 
(Samson et al. 1981).  
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Els deuteromicets es diferencien segons la disposició dels conidiòfors, la modalitat més 
senzilla és la de créixer dispersos pel miceli, reunits en feixos formant sinnemes o situar-se 
sobre un coixí d’hifes compactes, convex, formant esporodoquis. Poden formar-se també 
en òrgans multihifals especialitzats, els conidiomes. Entre aquests distinguim: els acèrvuls, 
constituïts per una massa plana o còncava de cèl·lules, portadora de conidiòfors; i els 
picnidis en forma de flascó i oberts a l’exterior per un ostíol (Bas et al. 1991). 
 
Molts són sapròfits, però els paràsits de plantes es compten en gran nombre, i és que 
poden parasitar altres fongs i capturar i consumir nematodes. Es troben per tot arreu i són 
contaminants importants dels aliments i moltes espècies són capaces de produir 
metabòlits tòxics. 
 
 Fongs identificats 
- Placa 1: 
A simple vista (Fig. 27) es poden observar dues colònies 
separades, el centre de les quals és de color blanc,  hifes 




Figura 28. Fotografies al microscopi de la preparació de la Fig. 27. a i b) x40 augments. c) x10 augments  
 
Figura 26. Colònia formada en la placa de petri 1 amb MEA. 
c) b) a) 
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Al realitzar les preparacions es van observar al microscopi amb més detall les 
característiques de la colònia formada en la placa de petri (Fig. 28 a,b,c).  Així es va poder 
identificar el fong, que en aquest cas correspon al gènere Fusarium.  
Les colònies de Fusarium, en agar MEA, es caracteritzen pel seu ràpid creixement i solen ser 
d’un color p{l·lid (blanquinós a crema) o de color brillant groguenc, marró, rosat, vermell, 
violeta o amb tons liles. La part aèria del miceli  sol ser cotonosa, difusa o fins i tot absent. Les 
conidiòspores joves són normalment formades a la base on es ramifiquen, en algunes 
espècies es veuen reduïdes a fiàlids individuals, i sovint formant pústules complexes 
(esporodoquis) o bé, formant una massa viscosa d’espores amb aparença greixosa (pionnotes) 
(Fig. 29).  
 
Es poden diferenciar tres tipus de conidis del gènere Fusarium: 
1. Macro-conidis: d’un a diversos septes, fusiformes o en forma de falç, normalment 
en pedicel·lades basocel·lulars i a vegades amb elongació apical de les cèl·lules. 
Són viscoses i es produeixen en esporodoquis o pionnotes; en algunes espècies 
s’han trobat macro-conidis subdesenvolupats en la part aèria del miceli. 
 
2. Micro-conidis: un o dos conidis unicel·lulars més petits que els macro-conidis, 
produïts en cadenes o caps viscosos a la part aèria del miceli. Les espècies 
Figura 27. Tipus de colònies de Fusarium. a. Esporodoqui, b-d. Pionnotes. s- 
substrat, cs- superfície conidi , cp- conidiospores, m- miceli. Font: (Samson et al. 
1981). 
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individuals tenen una única forma de conidis o una barreja d’el·lipsoïdal, ovoide, 
al·lantoides, globosa, piriforme o cintiforme. 
 
3. Meso-conidis: conidis septats, fusiformes produïts en la part aèria del miceli que 
tenen una mida intermèdia respecte els dos grups anteriors. Aquests conidis són 
solitaris i són produïts a partir de polifiàlids. 
Les clamidòspores poden ser presents o no, de forma intercalada, solitària, en cadenes o en 
clústers. Es poden formar esclerocis o no, depenent de l’espècie. 
Moltes espècies de Fusarium són fongs del sòl i tenen una amplia distribució a nivell global. A 
més a més,  moltes són paràsits de plantes que poden causar la putrefacció de la tija i l’arrel, 
pansiment vascular i putrefacció del fruit. Algunes espècies són patògenes pels humans i pels 




- Placa 2: Procedent de medi amb BAP on es va sembrar un entrenús. 
 
A simple vista és de color marró verd-olivaci, al centre més fosc 









Figura 28. Colònia formada en la placa de 
petri 2 amb MEA. 
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Observant pel microscopi les preparacions, podem dir que es tracta del gènere Alternaria.  
 
Les colònies d’Altern{ria es desenvolupen en medi MEA a 25°C arribant a un di{metre de 
6 cm en set dies.  
 
La forma dels conidis és allargada i no excedeix una tercera part del total. Els més madurs 
presenten un bec allargat i es troben normalment formant cadenes allargades i 
ramificades. Les conidiòspores tenen 1-3 septes simples amb un o varis pors apicals de 
més de 50 x 3-6 µm. La zona de la hifa on s’ha separat en conidi presenta una forma 
aplanada.  
 
La temperatura òptima de creixement d’aquest gènere es troba entre 25-28 ± 3°C; la 
màxima en 31-12°C i la mínima 2.5-6.5°C. 
 
Aquest gènere sintetitza metabòlits tòxics, entre els quals destaquen: l’{cid tenuazonic 
(inhibeix la maquin{ria de síntesi de proteïnes), l’alternariol (contaminant important en 
cereals i fruita, inhibeix l’enzim colinesterasa), l’alternariol monometileter (activitat 
antifúngica, talla la cadena de DNA i té activitat fitotòxica) i l’altertoxins. 
 
L’h{bitat de distribució d’aquest gènere es a tot el món, és un sapròfit comú aïllat a partir 
de molts tipus de plantes, menjar, sòl teixits i d’altres substrats (Samson et al. 1981).  
 
Figura 29. Fotografies al microscopi de la preparació de la Fig. 11.  a i b)  
x40 augments, c) x10 augments. 
c) b) a) 
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- Placa 3:  
 
A simple vista es pot observar una colònia  a la part central de 








Aquesta placa també correspon, com en el cas de la placa 1, al gènere Fusarium, però és una 
altra espècie (Fig. 33). Tota la resta de plaques on s’ha identificat el tipus de fong corresponen 
a aquest mateix gènere. 
En els assajos realitzats una part molt ínfima de les contaminacions del material vegetal eren 
causades per llevats. En aquest cas, no es va identificar a quina espècie pertanyien, ja que la 
seva presència respecte la resta de fongs era molt minoritària.  
Figura 30. Colònia formada en la placa de petri 3 amb MEA. 
Figura 31. Microscòpia de Fusarium  (a i b:  x 40 augments, c:  x 10 augments) 
c) b)  a
) 
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Els llevats es defineixen com a fongs unicel·lulars, els quals es reprodueixen vegetativament 
per gemmació. Hi ha excepcions com les del gènere Schizosaccharomyces que es 
reprodueixen mitjançant processos de fissió, o també el gènere Sterigmatomyces i Fellomyces, 
els quals formen gemmes en hifes curtes. 
La gemmació té lloc quan una protuberància sorgeix de la paret cel·lular i creix en mida. 
Sovint diverses gemmes es mantenen unides les unes amb les altres formant clústers o 
cadenes de cèl·lules (Fig. 16a). Les gemmes es poden produir per tota la cèl·lula (Fig. 34b)  a 
ambos pols o en un lloc concret (Fig . 34c). 
La fissió es dóna quan la cèl·lula és dividida per una o més parets i els segments partits 
s’escindeixen per formar cèl·lules separades (Fig. 34d). 
Les gemmes que es formen a partir d’hifes curtes (Fig. 34e) es separen quan l’hifa es trenca 
tant en el centre com a prop de la gemma. 
Alguns llevats poden produir filaments, n’hi ha de dos tipus: 
1. Hifes septades: creixen per elongació de la punta, seguit de la formació de septes. 
 
2. Pseudohifes: Són filaments formats per la gemmació de cèl·lules allargades, les 
quals no es separen. 
Els artroconidis es produeixen en hifes septades formades successivament les unes molt a 
prop de les altres, obtenint sèries de cèl·lules lliures en cadenes (Fig. 34f). Els blastoconidis 
són cèl·lules amb formes ovals, les quals són produïdes a partir de curtes protuberàncies de 
les cèl·lules (Fig. 34g) (Samson et al. 1981). 




Figura 32. Reproducció vegetativa en llevats, a-c, a. Clústers de cèl·lules, b. Gemmació 
multilateral, c. Gemmació bipolar, d. Fissió, e. Gemmes i hifes curtes, f artroconidis, g. 
Blastoconidis. Font: (Samson et al. 1981) 
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5. Conclusions 
Segons els resultats obtinguts en aquest treball experimental s’ha arribat a les següents 
conclusions: 
 
 L’aparició de contaminacions microbianes no depèn de l’origen del material 
vegetal.  
 
 La desinfecció amb hipoclorit de sodi del material vegetal no és efectiva, ja sigui a 
concentracions elevades, en dosis inferiors o en combinació. A l’incrementar la 
dosi de clor actiu les contaminacions disminueixen, però el material vegetal sa no 
és viable, ja que presenta necrosi. 
 
 El tractament amb que s’han obtingut millors resultats de desinfecció és el 
diclorocianurat de sodi, en concret quan s’aplicava una solució desinfectant de 
15.000 ppm de NaDCC durant una hora amb immersió el material vegetal. S’han 
reduït les contaminacions tan en entrenusos com en gemmes pelades. Cal destacar 
l’obtenció de gemmes pelades viables en els dos tractaments on s’ha utilitzat 
aquest producte (E1 i E2) . 
 
 L’aplicació dels diferents tractaments de desinfecció combinats amb etanol ha 
demostrat que aquest no és el causant de la necrosi observada en el material 
vegetal, després de la seva sembra i en la cambra de creixement. Aquesta afirmació 
deriva del fet que en els tractaments amb NaDCC es van obtenir gemmes viables 
havent-les tractat anteriorment amb etanol. 
 
 En tots els tractaments de desinfecció s’han obtingut més contaminacions quan el 
material vegetal sembrat eren entrenusos que en el cas de gemmes pelades. . Per 
tant, els entrenusos semblen presentar un risc d’infecció més elevat que les 
gemmes pelades, com també queda demostrat a l’estudi estadístic al presentar una 
probabilitat més elevada de contaminació. 
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 Tot i els tractaments aplicats en diferents dosis, no s’ha obtingut un protocol pel 
desenvolupament d’entrenusos viables d’aquesta espècie.   
 
 Totes les contaminacions identificades eren fúngiques, la gran majoria de les quals 
pertanyien al grup dels deuteromicets. En concret al gènere Alternaria i Fusarium, 
els quals són fongs procedents del propi h{bitat de l’espècie introduïda. L’aparició 
de llevats probablement es deu a contaminacions a causa de la manipulació del 
material vegetal per part del laborant. 
I personalment també voldria afegir com a conclusió del treball: 
 
 Aquest treball ha possibilitat que la seva autora augmentés els seus coneixements 
relacionats amb tècniques de laboratori in vitro i de identificació de fongs. 
Especialment pel que fa a la problemàtica, planificació i elaboració de protocols 
d’iniciació de material vegetal procedent d’h{bitats naturals.  
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Aproximació normal a la binomial 
Càlculs estadístics dels assajos experimentals. Aquest és un mètode aproximat, el qual 
necessita una quantitat de dades significativa, per obtenir uns resultats fiables. 




n: nombre de repeticions totals 
 











Quan la diferència entre proporcions de dues variables és superior a la mínima diferència 
significativa indica que són diferents, i que hi ha diferències significatives. Significatiu: *  
Molt significatiu:**  
 
Assaig 1 – Incidència de l’origen del material vegetal i del 
contingut hormonal del medi de cultiu en la introducció del 
material 
En aquest assaig no es va realitzar cap estudi estadístic, ja que tot el material vegetal 
estava contaminat i per tant, no hi havia diferències significatives entre els diferents 
orígens de procedència ni entre els diferents medis de cultiu. 
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Assaig 2 – Efecte de l’increment de la dosi de clor actiu en la 
introducció d’entrenusos i gemmes pelades segons origen del 
material vegetal 
Taula 1. Probabilitat de contaminació dels entrenusos assaig 2. O1- Carretera de Santa 
Coloma de Queralt, Pontils. O2- Carretera de Pontils a Biure de Gaià . O3- Carretera de l’Espluga de 




Origen Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
O3 20 20 1 
O1 19 20 0,95 
O2 18 20 0,9 
 
 
Taula 2. Probabilitat de contaminació de les gemmes pelades assaig 2. O1- Carretera de 
Santa Coloma de Queralt, Pontils. O2- Carretera de Pontils a Biure de Gaià . O3- Carretera de 




Origen Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
O1 5 6 0,83 
O2 3 6 0,50 
O3 1 6 0,17 
   
 
Probabilitat comuna   0,5 
Desviació   0,35 
Mínima diferència   0,69 
 
En cap dels dos casos de l’assaig 2 els resultats han estat significatius. Podria ser a causa 
del poc nombre de repeticions amb que ha estat efectuat aquest assaig. 
Probabilitat comuna 0,95 
Desviació 0,23 
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Assaig 3 – Efecte de la utilització de dosis elevades de clor actiu en 
la desinfecció del material vegetal 
En aquest cas es va haver de realitzar l’estudi estadístic ajuntant les contaminacions de 
gemmes pelades i entrenusos per així tenir un nombre més elevat de repeticions.  
Taula 3. Probabilitat de contaminació d’entrenusos i gemmes pelades en medi de cultiu 




Tractament Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
D2 9 11 0,82 
D1 6 10 0,60 
D3 6 12 0,50 
    Probabilitat comuna   0,64 
Desviació   0,25 
Mínima diferència   0,49 
 
Taula 4. Probabilitat de contaminació d’entrenusos i gemmes pelades en medi de cultiu 




Tractament Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
D1 4 5 0,80 
D2 3 5 0,60 
D3 2 4 0,50 
   
 
Probabilitat comuna   0,64 
Desviació   0,39 
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Taula 5. Probabilitat de contaminació dels entrenusos sense tenir en compte el medi de 
cultiu assaig 3. D1: 2% clor actiu + 80% etanol. D2: 2% clor actiu. D3:3% clor actiu 
 
Entrenusos 
Tractament Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
D3 5 6 0,83 
D2 5 6 0,83 
D1 4 6 0,67 
   
 
Probabilitat comuna   0,78 
Desviació   0,29 
Mínima diferència   0,58 
 
 
Taula 6. Probabilitat de contaminació de les gemmes pelades sense tenir en compte el 




Tractament Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
D2 7 10 0,70 
D1 6 9 0,67 
D3 3 10 0,30 
   
 
Probabilitat comuna   0,55 
Desviació   0,28 
Mínima diferència   0,54 
 
A l’assaig 3 no hi ha cap tractament que es pugui diferenciar significativament de la resta. 
Tampoc hi ha ninguna diferència significativa en la utilització d’hormona BAP en el medi 
de cultiu. Únicament es pot observar que la probabilitat comuna de contaminació de les 
gemmes pelades, sense tenir en compte el medi de cultiu en que es van sembrar, és 
inferior (0,55) a la dels entrenusos (0,78). El fet d’obtenir aquests resultats no significatius 









76   
 
Assaig 4 – Efecte de la desinfecció amb NaDCC en front el 
hipoclorit sòdic 
Taula 7. Probabilitat de contaminació dels entrenusos en medi de cultiu que contenia 
NaDCC assaig 4. E1: 500 ppm NaDCC 24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC 1h. D3: 1% de clor 
actiu 1 hora. 
 
Entrenusos en NaDCC 
Tractament Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
E3 34 41 0,829 
E1 24 39 0,615 
E2 14 40 0,350 




Mínima diferència   0,263 
  
Segons les diferències obtingudes amb l’estudi estadístic es poden observar diferències 
significatives entre els tractaments E1 i E2, i molt significatives entre els tractaments E2 i 
E3. El que indica que el tractament E3 és amb el que s’obté un nombre més elevat de 
contaminacions, seguit pel tractament E1. El tractament E2 és amb el que s’obtenen 
millors resultats. 
 
Taula 8. Probabilitat de contaminació dels entrenusos en medi de cultiu MB amb BAP 
assaig 4. E1: 500 ppm NaDCC 24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC 1h. D3: 1% de clor actiu 1 
hora. 
 
Entrenusos en MB 
Tractament Contaminacions Total 
Proporció 
contaminats 
E3 39 41 0,951 
E1 23 39 0,590 
E2 14 40 0,350 
   
 
Probabilitat comuna   0,63 
Desviació   0,13 
Mínima diferència   0,26 
E3-E1 0,21 
 E1-E2 0,265 * 
E3-E2 0,48 *** 
 
E3-E1 0,36 ** 
E1-E2 0,24 
 E3-E2 0,60 *** 
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Escola Superior d’Agriculutura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
En aquest cas entre els tractaments E3 i E1 s’observen diferències significatives i entre els 
tractaments E3 i E2 diferències molt significatives. Al no contenir NaDCC en el medi de 
cultiu les contaminacions en el tractament E1 es van incrementar i per tant les diferències 
entre tractaments. Tot i així, la diferència entre afegir o no NaDCC en el medi de cultiu és 
mínima. 
 
Taula 9. Probabilitat de contaminació de les gemmes pelades sense tenir en compte el 
medi de cultiu assaig 4. E1: 500 ppm NaDCC 24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC 1h. D3: 1% 
de clor actiu 1 hora. 
 
Gemmes pelades 
Tractament Contaminats Total 
Proporció 
contaminats 
E3 4 12 0,33 
E2 3 13 0,23 
E1 2 14 0,14 
   
 
Probabilitat comuna   0,23 
Desviació   0,20 
Mínima diferència   0,40 
No s’observen diferències significatives entre els tractaments aplicats en les gemmes 
pelades. 
 
Taula 10. Probabilitat de contaminació dels entrenusos sense tenir en compte el medi de 
cultiu assaig 4. E1: 500 ppm NaDCC 24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC 1h. D3: 1% de clor 
actiu 1 hora. 
 
Entrenusos  
Tractament Contaminats Total 
Proporció 
contaminats 
E3 73 82 0,89 
E1 47 78 0,60 
E2 28 80 0,35 
   
 
Probabilitat comuna   0,62 
Desviació     0,09 





E3-E1 0,29 ** 
E1-E2 0,25 * 
E3-E2 0,54 *** 
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Entre tots els tractaments aplicats en els entrenusos hi ha diferències significatives. 
Destaca per sobre de la resta la diferència entre el tractament E3 i el E2. També es pot 
observar que la probabilitat comuna de contaminació dels entrenusos (0,62) és superior a 
la de les gemmes pelades (0,23). 
 
Taula 11. Probabilitat de viabilitat de les gemmes pelades respecte la sembra inicial assaig 
4. E1: 500 ppm NaDCC 24 hores. E2: 15.000 ppm NaDCC 1h. D3: 1% de clor actiu 1 hora. 
 
Gemmes pelades vives  
Tractament Vives Total 
Proporció 
contaminats 
E2 5 13 0,38 
E1 3 14 0,21 
E3 0 12 0,00 
   
 
Probabilitat comuna   0,21 
Desviació   0,19 
Mínima diferència   0,381 
Hi ha diferències significatives entre els tractaments E2 i E3.  
No es va poder realitzar un tractament estadístic separant aquestes variables entre els 
diferents medis de cultiu en que van ser sembrats, ja que les repeticions eren massa 
escasses. 
E2-E1 0,17 
 E1-E3 0,21 
 E2-E3 0,385 * 
 
